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加するにしたがい、南九州 4県だけでも平成 14年酒造年度で約 47万 kL、平成 15年酒造年度で
約 60万 kL、平成 16年酒造年度には約 85万 kLと、年々大幅に増加している。焼酎は蒸留酒であ
るため、他の酒類に比べてこのように副生物である焼酎粕が多く発生するのが問題である。焼酎





































用機序については、mitogen-activated protein kinases (MAPKs)に代表される細胞内シグナル伝達の
制御、nuclear factor B (NF-B)の DNAとの結合阻害、NF-Bの活性化の抑制および核内移行の阻







その細胞の数は 1010 - 1012個である。この腫瘍を、通常使用されている細胞殺傷型の化学療法剤 











生体応答調節剤 (Biological response modifier, レンチナンなどが使用されている) や健康補助食品
として用いられている。また、1960 年代から連鎖球菌の菌体 (OK-432; ピシバニール) が、胃が
ん、肺がん、がん性胸腹水、他剤無効の頭頸部がんおよび甲状腺がんの治療に供されている。ま
た、Dollらは、がんの要因の約 80％が、アルコール、タバコ、感染および食生活であると報告し
ており、その中でもがんの要因の 30 - 40％が日常的な食習慣によるものと報告している 10)。この
ように、がんはそのヒトの食生活と非常に密接な関係がある。ヒトを対象とした介入試験やコホ
ート研究のような多くの疫学検討により、一日に約 5 種類以上の野菜や果物を摂取するヒトは、
摂取しないヒトと比較して約 50％もがんのリスクを下げると報告されている 11, 12)。この結果を受














































  研究代表者：森村 茂 （熊本大学大学院自然科学研究科助教授） 
  研究分担者：木田 建次（熊本大学大学院自然科学研究科教授） 
  研究分担者：重松 亨 （熊本大学大学院自然科学研究科助手） 
            （現 新潟薬科大学応用生命科学部助教授） 
  研究協力者：稲垣 秀一郎 




 直接経費 間接経費 合計 
平成 17年度 1,700,000      0 1,700,000 
平成 18年度 1,600,000      0 1,600,000 
平成   年度    
平成   年度    
平成   年度    




・ Inagaki, S., Morimura, S., Gondo, K., Tang, Y.Q., Akutagawam H., Kida, K.: Isolation of 
tryptophol as an apoptosis-inducing component of vinegar produced from boiled extract of black 
soybean in human monoblastic leukemia U937 cells. Bioscience, Biotechnology, and 
Biochemistry, 71 (2), 371-379 (2007). 
・ 稲垣秀一郎、森村 茂、権藤和修、湯 岳琴、芥川浩志、木田建次：エタノール発酵過
程で生成するアポトーシス誘導物質・トリプトフォール. 日本醸造協会誌, 102 (3), 
222-224 (2007). 
・ Inagaki, S., Morimura, S., Shigematsu, T., Kida, K, Akutagawa, H.: Apoptosis induction by 
vinegar produced from black soybean boiled extract in human monoblastic leukemia U937 cells: 
difference in cell toxic sensitivity compared to normal lymphocytes. Food Science and 
Technology Research, 11, 311-317 (2005). 
（２） 口頭発表 
・稲垣秀一郎、 森村 茂、湯 岳琴、木田建次：黒豆大豆煮汁から製造した醸造酢からアポ
ト−シス誘導物質・トリプトフォールの単離とヒト単核球白血病細胞(U937)に対する誘導
メカニズム解析. 第 13回日本生物工学会九州支部大会講演要旨集 p.66, 鹿児島大学工学部 
(2006年 12月 9日). 
・鈴木一厳、森村 茂、湯 岳琴、木田建次：コーヒー酸のエチルエステル化による抗ラジ
カル活性の向上. 第 11 回日本フードファクター学会 (JSoFF), 犬山国際観光センター 
(2006年 11月 21日). 
・Takahiro, Seki; Sachiko, Tabata; Shigeru, Morimura; Toru, Shigematu; Kenji, Kida : Evaluation of 
antioxidant activity of vinegar produced from rice-shochu post-distillation slurry in vivo and 
identification of antioxidant compound in the vinegar. International Chemical Congress of Pacific 
Basin Societies, p.32, Honolulu, Hawaii (2005年 12月 17日). 
・稲垣秀一郎、 森村 茂、 重松 享、 木田建次、 芥川浩志：黒豆納豆製造工程で副生す
る大豆煮汁を用いた醸造酢の製造とそのアポト−シス誘導効果」第 10 回日本フードファ
クター学会 (JSoFF) 講演要旨集 p.91, 岡山大学農学部 (2005年 11月 24日). 
・権藤和修、稲垣秀一郎、森村 茂、重松 亨、木田建次、芥川浩志：黒豆納豆大豆煮汁か
ら製造した醸造酢のアポトーシス誘導. 平成 17年度日本生物工学会大会講演要旨集 p. 171, 
つくば国際会議場 (2005年 11月 15日). 
・森村 茂、関 孝弘、重松 亨、木田建次：米焼酎粕から製造した醸造酢の免疫増強作用.





    なし 







症に深く関わっているのみならず、発がんとは全く正反対の制がん剤の作用 (制がん作用) や殺菌 




























レントリアミン 5 酢酸は、ナカライテスクより購入した。標準試薬として使用した caffeic acid, 







Acetobactor aceti NBRC 3283を用いた。酢酸菌を培養する際に使用した培地を表 1-1, 1-2に示した。
培地はすべて 121˚C、20分間の条件で滅菌したものを用いた。 
 
表 1-1 A. aceti NBRC 3283に対する斜面培地組成 
組成 濃度 (g/L) 
グルコース   5.0 
ポリペプトン   5.0 
酵母エキス   5.0 
MgSO4･7H2O   1.0 
寒天  15.0 
 








 ヒト肝細胞培養株 HepG2 はヒューマンサイエンスより購入し、Dulbecco’s Modified Eagle 




 日本SLC株式会社（浜松市）より購入した 5週令の雄性 ddYマウスを使用した。マウスは 22±1˚C、
湿度 55±5%に制御された動物飼育室で飼育し、1 ケージ 5 匹で飼育した。飼料および飲料水は自
由摂取とし、午前 7時から午後 7時まで点灯する 12時間の明暗周期とした。動物実験はすべて熊
本大学動物実験指針にしたがって行った。 
 






 A. aceti NBRC3283株を表 1-1の斜面培地で植え継ぎ、30˚Cで 48時間培養した。滅菌した表 1-2
の前々培養培地 75 mLの入った 300 mL三角フラスコ 2本に A. aceti NBRC3283株を一白金耳植菌
し、30˚Cで 24時間振とう培養した。総容積 3 Lの発酵槽（多目的型培養装置 BMS03PI、エイブ
ル（株））をあらかじめ滅菌しておき、滅菌していない米焼酎粕 1.35 Lおよび前々培養液 150 mL
を無菌的に添加し、初発エタノール濃度 5% (v/v)、攪拌速度 600 rpm、温度 30˚C、通気量 1 vvmの
条件で前培養を行った。pHは 2 N NaOHにより 4.0に制御して培養を行った。蒸気滅菌しておい
た総容積 70 Lの発酵槽（MSJ-U2W型 、丸菱バイオエンジ）に 27 Lの滅菌していない米焼酎粕、
1.5 Lのエタノールおよび酢酸菌前培養液 1.5 Lを入れ、撹拌速度 250 rpm、温度 30˚C、通気量 0.5 
vvmの条件で本培養を行った。pHは 6 N NaOHにより 4.0に制御した。次に、前培養および本培
養では溶存酸素 (DO) 濃度の制御は行なわずに経時的にモニターした。DO 濃度が減少し、その











ェルにリン酸緩衝溶液 125 L、10 mMジエチレントリアミン 5酢酸 25 L、300 mM t-BuOOH 25 L、
100 mM ルミノール 25 L、エタノール/PBS（2/1）溶液に様々な濃度で溶解させた抗酸化活性物
質 25 L を入れ、ケミカルルミネッセンス装置（大日本製薬（株））で測定した。反応は、210
秒間、37˚Cで攪拌を行った後、100 mg/Lヘモグロビンを 25 L添加し測定を開始した。ルミノー
ルの蛍光強度を 50％に抑制する反応液中のサンプル濃度を IPOX50値として表した。 
 
1.2.7 米焼酎粕から製造した醸造酢に含まれる抗酸化物質の精製および同定 
 はじめに、醸造酢に対して酢酸エチル抽出を行った。醸造酢 100 mLを酢酸エチル 40 mLと混




らの方法 36)を参考にして、Gilson HPLC System を用いた逆相液体クロマトグラフィーにより分
離・精製した。カラムは L- column ODS（（財）化学品検査協会）を使用し、A、Bの２液による
グラジエント溶離法で行った。A液としてメタノール/水/5 N HCl ＝ 10 / 89.9 / 0.1 、B液として
アセトニトリル/水/5 N HCl ＝ 50 / 49.9 / 0.1 を用い、合計流速は 1 mL/minで、5分まで 100%A
液、5分から 40分で A液 100%→50%、40分から 60分で A液 50%→0％、65分まで A液 0％、65.1
分に A液 100％とし 70分間分析した。そして、次のサンプル測定まで 10分間 A液でカラムを洗
浄した。カラム温度は 30˚Cとし、220 nmおよび 280 nmの吸収ピークを検出した。各画分を分画
して乾燥させ、精製サンプルとした。分画した画分に対し、過酸化脂質ラジカルの生成抑制活性
を調べ、その中で最も活性の強かった 2つの分画物 (画分④および⑦) の同定を行った。 
 精製サンプルの分子量分析は、移動相としてメタノールを用いた LC/MS（JMS-LC mate（JEOL））
で測定した。また、核磁気共鳴スペクトル（磁石：OXFORD（イギリス）、解析装置：VARIAN
（アメリカ））は、サンプルをメタノール-d4に溶解させ、400 MHzにおいて 1H-NMRおよび 13C-NMR
を測定した。さらに、赤外吸収スペクトル（Spectrum One FT-IR Spectrometer（Perkin Elmer 
Instruments, イングランド））を測定し、同定を行った。 
 
1.2.8 ヒト肝細胞がん細胞株 HepG2への H2O2による酸化ストレスに対する抗酸化活性 
 米焼酎粕および醸造酢の生体肝細胞への抗酸化活性を検討するため、HepG2 を用いた Puiggròs
らの報告を参考にして試験を行った 37)。はじめに、酸化ストレス H2O2を用いた試験を行う前に、
米焼酎粕、醸造酢および同定した tyrosolと ferulic acidに対する細胞毒性試験を行った。対数増殖
期にある HepG2を 96穴平底マイクロプレートに播き、37˚C、5%CO2雰囲気下で一晩インキュベ
ートした。HepG2 (104 cells/well) に、濃度を変化させた各サンプルを添加し、37˚C、5%CO2雰囲
気下で 24 時間インキュベートした。24 時間後、HepG2 の生存率を MTT 法の改変である WST-8
法により測定した。その後、細胞毒性を示さなかった濃度範囲で、酸化ストレス H2O2を用いた米
焼酎粕および醸造酢の抗酸化活性試験を行った。 
 抗酸化活性試験は、control群（1.0 mM H2O2を 1時間作用させた群）、米焼酎粕群（各濃度の
米焼酎粕を 23時間作用させ、23時間後に洗浄し、1.0 mM H2O2を 1時間作用させた群）および醸
造酢群（各濃度の米焼酎粕を 23時間作用させ、23時間後に洗浄し、1.0 mM H2O2を 1時間作用さ
せた群）を設け行った。その際に細胞の酸化の指標として過酸化脂質および GSHを測定し、control
群とサンプル群との比較を行い検討した。過酸化脂質は thiobarbituric acid (TBA) 法により測定し、





である 2,6-bis(1,1-dimethylethyl)-4-methylphenol (BHT) を除いた合成飼料を作製した。合成飼料は、
1 kgあたりコーンスターチ 397.5 g、カゼイン 200 g、α化コーンスターチ 132 g、スクロース 100 g、
大豆油 70 g、セルロース 50 g、ミネラル混合 （AIN-93G） 35 g、ビタミン混合 (AIN-93G) 10 g、
L-シスチン 3 g、重酒石酸コリン 2.5 g、を加え調製した。 
 米焼酎粕および醸造酢を用いて CCl4による急性肝障害に対する抑制試験を行った。CCl4は、肝
代謝により CCl3∙を生じ、それに続くラジカル反応により肝細胞を傷害し肝障害を引き起こす。試
験は Song らの報告を改変し行った 38)。購入した 5週令の雄性 ddYマウスは、飼料および飲料水
を自由摂取で与え、1 週間の予備飼育を行い、試験を開始した。飼料は、上述した合成飼料をす
べての群のマウスに試験期間中に自由摂取させた。CCl4に対する肝障害抑制試験は、実験群を 200, 
400, 800 mg/kgの米焼酎粕および醸造酢、100 mol/kgの tyrosol、基本食を与えた CCl4処理のみの
群 (control 群)および CCl4処理なしの群 (normal 群)の計 9 群を設けて行った。各サンプルはゾン
デを用いて 10 mL/kgで 5日間連続経口投与し、6日目に 10% (v/v)CCl4/大豆油を腹腔内に投与した。
Control および normal 群は生理食塩水のみを経口投与した。CCl4を腹腔内に投与して 20 時間後、
マウスを麻酔により屠殺し、血液および肝臓を採取した。血液から血清を採取し、肝障害の指標
である肝臓酵素の AST (GOT) および ALT (GPT) の活性を測定した。また、酸化ストレスによる
肝臓の過酸化脂質およびGSHレベルを測定し、さらにGSH関連酵素であるGSH PxおよびGSH Rd
の活性を測定した。屠殺した後、肝臓および血清は、各項目を測定するまで－80˚Cに保存した。
ただし、各項目は保存してから 1週間以内に測定した。肝臓を氷中にて、電子天秤で約 0.5 gの重
量に切り取った。その際に、肝臓重量は記録しておいた。肝臓重量の 10倍量の 0.15 M KCl水溶
液で希釈し、最終濃度が 1.0 mMになるように 0.05 M BHTエタノール溶液を加えた (0.5 gの肝臓
に対し、0.5 mL加えた)。その後、氷上でホモジネートを行った。これをサンプル溶液とした。0.5 
mL サンプル溶液（または 5×10-5 M 1,1,3,3-tetraethoxypropane標準試料）に、3.0 mLの 0.1 M リ
ン酸水溶液と 0.5 mLの 0.01 M FeCl2水溶液を加え、その後 1.0 mLの 0.04 M TBA 水溶液を混合し
た (15 mL容遠沈管)。95˚Cの沸騰水浴中で 60分間加熱した。60分経過後、氷にて急冷した。冷
却後、4 mLの n-Buthanol：Pyridin（15：1）を加えて激しく攪拌した。3,000 rpm，10分間，25˚C
の条件で遠心分離した。遠心終了後、有機層 (赤に呈色した上層) を回収して 535 nmの吸光度を



















































 米焼酎粕および醸造酢中の総フェノール化合物量を、Folin-Ciocalteu法 39) に従って次の操作に
より測定した。すなわち、3.2 mLの蒸留水に 200 Lのサンプルを添加した。これに Folin試薬 200 
Lを加え直ちに攪拌し 3分間放置した後、10%炭酸ナトリウム水溶液 400 Lを加え攪拌した。
この反応液を 1時間室温で放置後 750 nmの吸光度を測定した（Shimadzu UV-160A）。サンプル
中の総フェノール化合物量は、caffeic acidを標準試薬として作成した標準曲線を元に定量した。




ートした肝臓を 0.4 mLに 0.4 mLの metaphosphoric acid solution (1.67 g metaphosphoric acid, 0.20 g 
EDTA, 30.0 g NaClを 100 mL H2Oに懸濁) を加えた。40分後に 5000 rpm、4°Cで 5分間の条件で
遠心分離した。0.4 mLの上清に 0.4 mLの 300 mM Na2HPO4、または 0.4 mLの上清に 0.4 mLの H2O
を加えたものをブランクとして設けた。その溶液に 0.1 mL DTNB (0.02%, w/v; 20 mg DTNBを 100 
mLの 1.0% sodium citrateに溶解) を加え 412 nmの吸光度を測定した。GSH含量は、特級試薬の
GSHを用いて作成した標準曲線から求めた。GSH濃度はmoL/mg proteinとして表した。 
 さらに、酸化ストレスにより酸化された酸化物の分解に関わる GSH関連酵素である glutathione 
peroxidase (GSH Px)および glutathione reductase (GSH Rd)の米焼酎粕および醸造酢の投与による活
性を測定した。GSH Rdは 0.99 L の 100 mM potassium phosphate buffer (pH 7.0), 1.1 mM MgCl2, 5 
mM 酸化型グルタチオン(GSSG)および 0.1 mM NADPHを加えたものを反応溶液として活性を測
定した。その反応液に 10 mLの肝ホモジネートを添加し、NADPH の酸化還元反応を起こさせ、
その活性を測定した。340 nm の吸光度の変化を 5 分間、25 °C の条件で分光光度計 (Shimadzu 
UV160UV-160A, Kyoto, Japan) で測定した。GSH Rdの活性は nmol NADPH/min/mg-proteinとして
表した。GSH Px は 1 mL crystal cuvette , 0.8 mLの 100 mM potassium phosphate buffer (pH 7.0), 1.0 
mM EDTA, 1.0 mM NaN3, 0.2 mM NADPH, 1.0 U/mL GSH reductaseおよび 1.0 mM GSHを含む反応
液を調製し、その反応液に 5 L肝ホモジネートを加え、そして NADPから NADPHへの還元反応










 総容積 70 Lの発酵槽を用いて酢酸発酵を行った結果、29時間で酢酸発酵が終了し、生成酢酸濃
度は 38 g/L、酢酸生成収率は 73%であった。代表的な抗酸化物質と考えられるフェノール化合物





する抑制活性を測定した。米焼酎粕は IPOX50の値は 0.005 mL/mLであり、同様に醸造酢も IPOX50























主要なMSスペクトルとして m/z; 121が検出され、続いて m/z; 107、108、122のイオン化が検出
された。このため画分④は、分子量 120 前後のフェノール化合物であると考えられた。1H-NMR 
(CDOD3, 400 MHz) の結果、δ 2.79, 3.76, 6.78, 7.10の化学シフトを検出した。また、13C-NMR (CDOD3, 
100 MHz) の結果、δ 38.57, 63.75, 115.45, 130.04, 130.43の化学シフトを検出した。1H-NMRスペク
トルについて、MSスペクトルデータを参考として種々の置換基の可能性を考察し、     由
来の化学シフト: ⊿=7.26+ˆ21Iに則って解析を行い、13C-NMRのスペクトルについて、    由
来の化学シフト: ⊿=128.5+ I1ｊ+ I2ｊ+ I3ｊに則って解析した。以上の解析から、画分④は tyrosolで
サンプル IPOX50 (mg/mL) フェノール化合物含量 (mg) 
醸造酢 0.03 209 
酢酸エチル抽出物  0.001  17 









































（mg） 15.9 1.4 2.1 14.1 3.5 1.9 1.6 1.6 
IPOX50  
(mg/mL) 0.02 0.002 0.003 0.0001 0.04 0.02 0.0002 0.007 
 
 また、表 1-5に示したように Spectral Data Base System (SDBS, 産業技術総合研究所有機化合物
のスペクトルデータベース) のスペクトルデータベースともほぼ一致した。そこで市販の tyrosol
試薬の FT-IRによる構造解析を行い、画分④の結果と比較した結果、画分④のスペクトルと tyrosol
試薬の FT-IRスペクトルが完全に一致した。さらに、図 1-2に示したように画分④と tyrosol試薬
の逆相 HPLC分析によるリテンションタイムが完全に一致した。また、LC/MS分子量解析も一致
した。以上の結果から、画分④を tyrosolと断定した。市販の tyrosol試薬の過酸化脂質ラジカル生
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図 1-2 醸造酢から精製した画分④と市販の tyrosol試薬の逆相 HPLCのリテンションタイム比較 
(左図) および tyrosolの化学構造 (右図)。化学構造中の数字は表 1-5の No.と対応。 
 
 同様に、画分⑦の NMR解析および LC/MSによる分子量解析による構造解析を行った。画分⑦
のMSは、主要なMSスペクトルとして、m/z; 209が検出され、続いて m/z; 209、195、151のイ
オン化が検出された。このため画分⑦は、分子量 200 前後のフェノール化合物であると考えられ
た。1H-NMR (CDOD3, 400 MHz) の結果、δ 3.95, 6.38, 6.86, 7.11, 7.23, 7.66の化学シフトを検出した。
13C-NMR (CDOD3, 100 MHz) の結果、δ 55.63, 110.81, 115.31, 115.31, 115.64, 123.20, 126.96, 146.14, 
148.53, 149.66, 170.22の化学シフトを検出した。 





実測値     SDBS 
13C（, ppm） 
実測値     SDBS 
1 ―  130.430 
2, 6 7.104 6.933 130.039 
3, 5 6.777 6.668 115.445 
 J2,6、3,5 = 8 Hz   
4 ―  155.880 
7 2.788 2.607 38.565 













 表 1-6 に示したように SDBS のスペクトルデータベースともほぼ一致した。さらに、画分⑦と
試薬の ferulic acidの逆相 HPLC分析によるリテンションタイムおよび FT-IR構造解析を比較した
結果、画分⑦のスペクトルと ferulic acidの FT-IRスペクトルが完全に一致した。また、逆相 HPLC
のリテンションタイムも完全に一致したため画分⑦は ferulic acidと同定した。 
 



























図 1-3 Ferulic acidの化学構造。造化学構造中の数字は表 1-6の No.と対応。 
 





実測値      SDBS 
13C（, ppm） 
実測値       SDBS 
1   126.964 125.68 
2 7.232 7.302 123.196 122.70 
3   115.305 115.44 
4 ― ― 149.659 148.98 
5 6.861 6.819 148.531 147.81 








8 6.376 6.396 115.635 115.54 
9 ― ― 170.216 167.86 









表 1-7 米焼酎粕および醸造酢に含まれる tyrosolおよび ferulic acidの含有量 
サンプル Tyrosol (g/mg-freeze-dried sample) 
Ferulic acid 
(g/mg-freeze-dried sample) 
米焼酎粕 5.98 0.14 
醸造酢 1.87 0.29 
 
 
1.3.4 ヒト肝細胞がん細胞株 HepG2への H2O2による酸化ストレスに対する抗酸化活性 
 米焼酎粕および醸造酢が有する抗酸化活性が生体でも発揮されるかを明らかにするため、はじ
めに肝細胞 HepG2を用いて検討した。その際、1.3.3で精製・同定した米焼酎粕および醸造酢の主
要な抗酸化物質と考えられる tyrosolおよび ferulic acidも合わせて検討した。最初に細胞毒性試験
を行った結果、図 1-4に示したように、米焼酎粕および醸造酢ともに約 2.5 mg/mLまで細胞毒性
を示さなかった。また、図 1-5に示したように tyrosolおよび ferulic acidも約 200 Mまでは細胞
毒性を示さなかった。したがって、HepG2を用いた抗酸化活性試験には、米焼酎粕および醸造酢















図 1-4 米焼酎粕および醸造酢の HepG2に対する細胞毒性。平均値 ± SDで表した。 
 
 表 1-8に示したように、1.0 mM H2O2のみを処理した群 (control群) は、脂質過酸化の指標であ
る TBARS濃度が未処理 (normal) よりも有意に増加した。しかし、tyrosolおよび ferulic acidの処
理により、濃度依存的に TBARS濃度の増加を抑制し、細胞内の GSH濃度の減少を抑制した。ま
た図 1-5 に示したように米焼酎粕および醸造酢で処理した群は、濃度依存的に TBARS 濃度が
control 群よりも有意に減少した。また、表 1-9 に示したように米焼酎粕および醸造酢で処理した

































図 1-5 Tyrosolおよび ferulic acidの HepG2に対する細胞毒性。平均値 ± SDで表した。 
 
表 1-8 HepG2 への H2O2による酸化ストレスに対する脂質過酸化および細胞内 GSH レベルの減
少に対する tyrosolおよび ferulic acid処理による抑制効果。表は平均値 ± SDで表した。*P < 0.05, 
** P < 0.01 vs. control群。 
試験群 TBARS (nmol/mg-protein) 
GSH 
(nmol/mg-protein) 
未処理 (normal) 0.389 ± 0.08 51.1 ± 7.26 
1.0 mM H2O2 (Control群) 0.576 ± 0.07 36.8 ± 5.48 
25 M tyrosol+ H2O2 0.457 ± 0.04 40.2 ± 1.23 
50 M tyrosol + H2O2   0.393 ± 0.05**  41.7 ± 5.93* 
100 M tyrosol + H2O2   0.349 ± 0.05** 38.0 ± 6.15 
200 M tyrosol + H2O2   0.364 ± 0.05**   44.5 ± 1.97** 
25 M ferulic acid + H2O2 0.457 ± 0.05 31.0 ± 7.26 
50 M ferulic acid + H2O2  0.384± 0.04**  47.0 ± 8.28* 
100 M ferulic acid + H2O2   0.396 ± 0.05**  51.7 ± 7.28* 




















表 1-9 HepG2 への H2O2による酸化ストレスに対する脂質過酸化および細胞内 GSH レベルの減
少に対する米焼酎粕および醸造酢の処理による抑制効果。表は平均値 ± SDで表した。*P < 0.05, ** 








 図 1-6に示したように、CCl4を腹腔内に投与する前に米焼酎粕、醸造酢および tyrosolをゾンデ
にて 5日間連続経口投与したときの体重変化は、normal群と比較して有意な差はなかった。そこ
で、6日目に CCl4の腹腔内投与を行い、抗酸化活性に関する指標を分析した。 
 図 1-7に示したように、肝障害の指標となる血清 ALTおよび ASTは、control群は normal群と
比較して有意に増加した。しかし、米焼酎粕の前投与群では、400 mg/kg以上の投与で control群
と比較して血清 ALT、ASTが有意に減少した。また、醸造酢を前投与した群は、200 – 800 mg/kg
の投与で control群と比較して血清 ALT、ASTが有意に減少した。100 mol/kgの tyrosol投与にお
いても、control群と比較して血清 ALT、ASTが有意に減少した。さらに、図 1-8に示したように
CCl4のみ処置した control群の肝臓中の過酸化脂質である TBARS濃度は normal群と比較して有意
試験群 TBARS (nmol/mg-protein) 
GSH 
(nmol/mg-protein) 
未処理 (normal) 0.28 ± 0.08 63.20 ± 7.26 
1.0 mM H2O2 (Control群) 0.66 ± 0.07 39.02 ± 5.48 
0.25 mg/mL 米焼酎粕+ H2O2  0.38 ± 0.04*  56.48 ± 1.23* 
0.5 mg/mL 米焼酎粕+ H2O2   0.30 ± 0.05**  58.16 ± 5.93* 
1.25 mg/mL 米焼酎粕+ H2O2   0.31 ± 0.05**  58.03 ± 6.15* 
2.5 mg/mL 米焼酎粕+ H2O2   0.22 ± 0.05**   58.84 ± 1.97** 
0.25 mg/mL 醸造酢+ H2O2   0.38 ± 0.05**  54.66 ± 7.26* 
0.5 mg/mL 醸造酢 + H2O2   0.27 ± 0.04**  59.78 ± 8.28* 
1.25 mg/mL 醸造酢 + H2O2   0.25 ± 0.05**  57.20 ± 7.28* 
2.5 mg/mL 醸造酢 + H2O2   0.29 ± 0.05**  47.26 ± 4.81* 
に増加した。しかし、米焼酎粕および醸造酢を 200 – 800 mg/kgで前投与することにより、肝臓中






















図 1-6 各サンプルの 5日間連続経口投与によるマウス体重変化。5週令の雄性 ddYマウスを米焼




図 1-9に示したように、CCl4のみ処置した control 群は、normal群と比較して顕著に GSH 濃度が
減少していた。しかし、400, 800 mg/kgの米焼酎粕の前投与によって、GSH濃度が有意に増加し
た。また、醸造酢は 200 – 800 mg/kgの前投与によっても有意に増加した。100 mol/kgの tyrosol
の投与においても、control群と比較して有意に増加した。GSH関連酵素としてGSH PxおよびGSH 
Rdの活性を測定した結果、図 1-10に示したように、CCl4のみ処置した control群ではそれぞれ約
70％, 約 50%に低下した。しかし、GSH Px活性は、400, 800 mg/kgの米焼酎粕の前投与によって
有意に上昇し、800 mg/kgの醸造酢の前投与によっても有意に上昇した。さらに、GSH Rd活性は、
400, 800 mg/kgの米焼酎粕の前投与によって有意に上昇し、醸造酢の前投与によっても傾向的に活
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図 1-7 CCl4を腹腔内に投与した 20 時間後の各群の血清中の ALT および AST。各サンプルを 5
日間連続経口投与し、6 日目に 10% (v/v)CCl4/大豆油を腹腔内に投与した。血清中の AST および

















図 1-8 CCl4を腹腔内に投与した 20時間後の各群における肝臓中の過酸化脂質濃度。各サンプル
を 5日間連続経口投与し、6日目に 10% (v/v)CCl4/大豆油を腹腔内に投与した。肝臓の過酸化脂質










































































































































































図 1-9 CCl4を腹腔内に投与した 20 時間後の各群における肝臓中の GSH 濃度。各サンプルを 5
日間連続経口投与し、6 日目に 10% (v/v)CCl4/大豆油を腹腔内に投与した。20 時間後、肝臓中の

















図 1-10 CCl4を腹腔内に投与した 20時間後の各群における肝臓中のGSH PxおよびGSH Rd活性。
各サンプルを 5日間連続経口投与し、10% (v/v)CCl4/大豆油を腹腔内に投与した後の GSH Pxおよ









































 表 1-7に示したように、100 mol/kgの tyrosolの投与は、米焼酎粕および醸造酢を 800 mg/kg投
与した中に含まれている tyrosolよりも約 3倍多いことになる。100 mol/kgの tyrosolの投与群は、
急性肝障害による ALTおよび AST、過酸化脂質の度合いである TBARSの増加を抑制した。さら
に、肝中の GSH濃度は、米焼酎粕および醸造酢と同様に高い濃度を維持できた。以上の結果から、
米焼酎粕および醸造酢の投与量の違いによる効果の差は、tyrosol の投与量に関係していると考え
られた。しかし、tyrosol の単独投与では、GSH 関連酵素の酵素活性が増加しておらず、GSH Px
では 400, 800 mg/kgの米焼酎粕の前投与によって有意に上昇し、800 mg/kgの醸造酢の前投与によ
り有意に上昇した。さらに、GSH Rdでは 400, 800 mg/kgの米焼酎粕の前投与によって有意に上昇
したことから、ferulic acidなどの tyrosol以外の抗酸化物質による相乗的な作用が働いていると考
えられた。 
 Tyrosolは LDLの酸化を抑制し 40, 41)、ferulic acidは AOMにより引き起こされる大腸がんの発が
んを抑制すると報告されている 42)。また、phytochemicalsを摂取することにより、ラジカルが原因
と考えられるがん、動脈硬化や心疾患などのリスクを下げることが報告されている 43, 44)。Liu ら
は、抗酸化物質の相乗的な効果が、強い抗酸化活性や抗がん活性を示し、いろいろな抗酸化物質
を含む果物や野菜自体を接種することがもっとも効果的と報告している 45-47)。 









中には抗酸化物質である tyrosolおよび ferulic acidが含まれていることを明らかにした。Tyrosolo
は酵母のエタノール発酵過程で tyrosolが生成することとの報告があり 49）、また ferulic acidは米
に含まれることが知られている。米焼酎粕および米焼酎粕から製造した醸造酢に含まれる抗酸化













































図 2-1 アポトーシスの機能 
Elimination of tumor cell
Tumor cell
Formation of apoptosis bodies
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Generation・Differentiation Immaturity T cells
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 醸造酢のアポトーシス誘導物質については多くの報告がある。すなわち、黒酢の酢酸エチル抽






















に 1×10６ cells/mlになるように細胞を撒き、サンプルを添加して 5％ CO2、37℃条件下で 12 h保
温した。WST-8試薬（キシダ化学）を添加した後、37℃で２ h保温し、マイクロプレートリーダ
ー（ナルジェヌンクインターナショナル）で 490 nmの吸光度を測定した。 
 
2.2.4 DNA断片化能の確認 
 24穴マイクロプレートに 1×10６ cells/mlになるように細胞を撒き、試料を添加して 12時間イン
キュベートした。DNAの抽出は Ishizawaらの方法 70)に従った。細胞を遠心分離（10,000 rpm，5 min，
4℃）により集めた後、上清を除き、DNA抽出バッファー（0.05% SDS，10 mM Tris-HCl (pH7.5)，
1 mM EDTA, 6M NaI）およびプロテアーゼ K（1 mg/ml）を添加して 37℃で 1 h保温した。イソプ
ロパノールにより染色体 DNAを沈殿させ、50％イソプロパノールで洗浄後に 50 μlの TE緩衝液





 アポトーシス誘導細胞を検出するためのフローサイトメトリー解析は Annexin-V-FLUOS 
Staining Kitを用いた 71)。サンプルで処理された U937細胞（１×106 cells）は、200 xgで 5 min遠心
分離して沈殿させた。PBSで沈殿を洗浄した後、100 μlの Annexin-V-FLUOSラベリング液（FITC
でラベルされた Annexin-Vと PIを含んでいる）に溶解した。室温に 15 min放置した後、細胞は
Cyto ACE（Jasco, 東京）に供じた。蛍光は FL1: 基底 488 nm, 励起 530 nm（FITCラベル Annexin-V）





 PBS（－）で 2倍希釈した採血後の血液 10 mlを、リンフォセパール溶液 10 ml上に重層した。
室温で 400 xg、30 min遠心分離した後、中間層の白血球を別のチューブに移した。白血球液を PBS
（－）で２倍に希釈し、室温で 400 xg、30 min遠心分離して白血球を沈殿させた。単離した正常白




 黒大豆煮汁醸造酢・酢酸エチル抽出層の HPLC 分画はギルソン高速液体クロマトグラフィーシ
ステム（Gilson，東京）を用いて以下の条件で行った。 
カラム：L-ColumnTM（（財）化学物質評価研究機構：20 mm i.d × 250 mm） 
移動相 A； 超純水：メタノール：5N塩酸（89.9 : 10 : 0.1, v/v） 
移動相 B； 超純水：アセトニトリル：5N塩酸（49 : 50 : 0.1, v/v） 
 
        A      B       
0- 10分：  100%          0% 
10- 80分：   60%         40% 
80-100分：   0%        100% 
100-120分：   0%        100% 
120-135分：  100%         0% 
 
カラム温度： 30℃ 
流速： 10 ml/min 
検出波長： 220, 280 nm 







 吸光度計：UV-1700 UV（島津製作所, 京都） 
 質量分析装置：Lcmate (JEOL, 東京；positive, APCI) 
 磁気共鳴装置：1H- and 13C-NMR UNITY INOVA (VARIAN, 東京；Oxford AS 400)  
 
 データはスペクトルデーターベースシステム (SDBS, AIST)と比較されて実証された。 
 
2.2.9 試料中の Compound-6含量の測定 




ピーク面積 ／既知濃度トリプトフォール（0.1 mg/ml）のピーク面積 × 0.1 ×100 (g)  
＝ 試料 100 g中の Compound-6含量（mg） 
 
 また、Compound-6の確認は、本ピーク画分を分取し、凍結乾燥後にMS解析まで行った。なお、
Compound-6のMSスペクトルは m/z : 130, 144, 161である。 
 
2.2.10 発酵試験 
 蒸留水 100 ml、米麹 15 gおよび酒母（5×108 cells/ml）、または最少培地（MM 培地：yeast nitrogen 
base w/o aminoAcids 1.7 g，硫酸アンモニウム 5 g/l，D-グルコース 20 g/l）を 100 ml、トリプトフ




 カスパーゼ 3, 8,および 9の酵素活性測定は Caspase Colormetric Protease Assay Kit (医学生物学研
究所)を用いた。U937細胞を 100 μMの Compound-6で 24 h処理した後、遠心分離により細胞を集
め，PBSで洗浄した。キットに付属の溶解バッファーで細胞を破壊した後、遠心分離（15,000 ×g, 
10 min，4度）により不溶性物質を除去し、その上清を細細胞質抽出液とした。基質ペプチド（IETD-, 
LEHD-, および DEVE-p-ニトロアニリド (pNA)）を含む反応混合液、細胞質抽出液（50 μgタンパ
ク質分）および反応緩衝液を 96穴マイクロプレート内で混合し、37℃に保温した。それぞれのカ
スパーゼ活性はマイクロプレートリーダーを用いて 600 nm の吸光度を測定することによって評
価した。 
 
2.2.12 ウエスタンブロット解析（Western blotting; WB） 
 100 μMの Compound-6で 24 h処理した U937細胞および無処理の U937細胞を遠心分離（3,000 
rpｍ, 10 min, 室温）により集め、PBSで 2回洗浄した後、溶解バッファー（WB用；50 ｍＭ Tris 
HCl（PH 7.5）,150 mM NaCl, 0.1% (w/v) SDS, 1% (w/v) トリトン X-100, 1% (w/v) deoxycholic acid, 1 
μg/ml アプロチニン, 1 mM phenylmethylsulfonyl fluoride）で細胞を破壊し、遠心分離により不破壊
物を除いた。細胞溶解液を SDS変性バッファー（125 mM Tris-HCl (pH 6.8), 10% (v/v) 2-メルカプ
トエタノール, 4% (W/V) SDS, 0.1 g/mlスクロース, 0.1 mg/mlプロモフェノールブルー）に混合し、
100℃で 5分保温した。タンパク質濃度は BCAタンパク質アッセイキット（ピアース）用いた。
50 μgのタンパク質を SDS緩衝液（25 mM Tris-HCl (pH 7.4), 192 mM グリシン, 1% (w/v) SDS）を
用いて 10% SDS-PAGEゲル電気泳動により分離した。泳動後、トランスファーバッファ （ー25 mM 
Tris-HCl (pH 8.9), 192 mM グリシン, 10% (v/v)メタノール）を用いて PVDFメンブレンへタンパク
質を転写させた。0.3% スキムミルクで室温 1 hブロッキングしたメンブレンを、1/1000希釈した
1次抗体（Table 6-1）添加で 4℃で 1 h保温した．メンブレンを TBST（Tris buffered saline Tween-20; 
25 mM Tris-HCl (pH 7.4), 0.15 M NaCl, 0.1% (w/v) Tween-20）で 3回洗浄し，HRPでラベルされた 2
次抗体（1/10,000希釈）を用いて 1 h室温で保温した。メンブレンを TBSTで 3回洗浄した後、化
学蛍光試薬（ECL）で検出した． 
 
2.2.13 免疫沈降（Immuno precipipation; IP） 
 100 μMの Compound-6で 12 h処理した U937細胞および無処理の U937細胞を遠心分離により
集め、PBSで 2回洗浄した後、溶解バッファ （ーIP用；20ｍＭ Tris HCl (pH 7.5), 137 mM NaCl, 2 mM 
EDTA, 1%（w/v）トリトン X-100, 1% (w/v) deoxycholic acid, 1 μg/ml アプロチニン, 1 mM 
phenylmethylsulfonyl fluoride）で細胞を破壊し、遠心分離により不破壊物を除き、細胞抽出液とし





2.2.14 Total RNAの抽出と mRNA (poly (A)+ RNA)精製 
 U937細胞からの total RNA抽出には Catrimox-14 RNA Isolation Kit ver 2.11（タカラバイオ）を用
いた。1×105 cellsの細胞を PBS（－）で 2回洗浄した後、細胞を 500 μlの Catrimox-14で溶解した。
20 min、室温で放置した後、遠心分離（3,000 rpm, 5 min）した。沈殿を DEPC水で１回洗浄した
後、遠心分離（10,000 rpm, 2 min，4℃）し、沈殿を 2 M塩化リチウム溶液を１mlで溶解した。氷
上で 2時間以上放置した後、遠心分離（15,000 rpm, 20 min，4℃）した。沈殿させた RNAを適当
な量の DEPC水で溶解して total RNA溶液とした。total RNAからの mRNAの精製には Oligotex－




 100 μMの Compound-6で処理された U937細胞、無処理の U937細胞および正常白血球細胞から
抽出した1 μg分の total RNAをRT-PCRへ供じた。RT-PCRはSuperScriptTM One Step RT-PCR for Long 
Template（インビトロジェン）を用いて RT反応（50℃，50 min）を行った後、変性（94℃，30 sec）、





 上記の方法で抽出した total RNA（20 μg）を、0.8%アガロース/5%ホルムアルデヒドゲルを用い
て電気泳動した後、ナイロンメンブレン（アマシャム）へ転写した。プローブは、pT7Blue にサ
ブクローニングされた全長 DcR1を鋳型にして、PCR反応（変性（94℃，30 sec）、アニ－リング
（55℃，30 sec）、伸長（72℃，30 sec））により DcR1 cDNA断片を増幅して用いた。DcR1増幅断
片は、DIGハイプライムキット（ロシュ）により標識した。RNAをナイロンメンブレンに転写し、
DIG ラベルしたプローブを用いてハイブリダイゼーションした。DIG をアルカリホスファターゼ
標識した DIG抗体により反応させ、アルカリホスファターゼの検出は CDP Star, ready to use（ロシ
ュ）を用いて行った。 
 
2.2.17 DcR1および DcR2のサブクローニング 
(1) DcR1および DcR2全長 cDNAの PCR増幅と平滑末端処理 




等量ずつ混合して鋳型 DNAとし、全長増幅用プライマーを用いて fusion PCRを行うことにより
DcR2全長 cDNAを得た。増幅した DcR1および DcR2の全長 cDNA断片は、BLK キット（タカ
ラバイオ）により末端の平滑化を行った。 
 
(2)  pTriEXTM-4 Neoの制限酵素処理と脱リン酸化 
 タンパク質発現用ベクターpTriEXTM-4 Neo（Novagen）10 μgを制限酵素 PshA1で 37℃、1 h処
理した。酵素処理した DNA断片をエタノール沈殿により濃縮し、脱リン酸化酵素（BAP; Bacterial 
Alkaline Phosphatase）により pTriEX-Neoの 5€31リン酸を除去した。 
 
(3) 平滑末端クローニング 
 RT-PCR により増幅した DNA 断片は、あらかじめ pT7Blue（ノバジェン）に TA クローニング
によりサブクローニングした。なお、大腸菌コロニーのブルーホワイトセレクションには基質と
して Blugal（5-Bromo-3-indolyl-β-D-galactoside；和光純薬工業）を用いた。pT7Blue に挿入された
目的遺伝子を各種プライマーを用いて PCR増幅し、その DNA断片を Takara Blunt end Kit（タカ
ラバイオ）により平滑末端処理した。平滑末端処理した DNA断片を 16℃1 hのライゲーション反
応によりベクター（制限酵素（PshA1）処理した pTriEXTM-4 Neo）へ連結し、大腸菌（DH-5v1）に
形質転換した。形質転換された大腸菌をアンピシリンナトリウム（100 mg/l；和光純薬工業）を含
む LB寒天培地（トリプトン 10 g/l，酵母エキス 5 g/l，塩化ナトリウム 10 g/l，寒天 17.5 g/l）に塗
末し、37℃で一晩培養した。挿入断片の確認はコロニー・ダイレクト PCR法により行った。塩基
配列は Beckman SEQ システムを用いて決定した。決定した塩基配列の相同性検索は NCBI Blast
（http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast）を利用した。全長の DcR1 cDNA を挿入した pTriEXTM-4 Neo
プラスミドを DcR1/pTriEX4 Neoとした。 
 
2.2.18 DcR１の大腸菌（Origami BL2 (DE3) placI）での発現とカラム精製 
 DNA断片をクローニングした各ベクターを発現用大腸菌（Origami BL2 (DE3) placI，ノバジェ
ン）へ形質転換した。形質転換された大腸菌をアンピシリンナトリウム（100 mg/l）を含む LB寒
天培地（トリプトン 10 g/l，酵母エキス 5 g/l，塩化ナトリウム 10 g/l，寒天 17.5 g/l）に塗末し、37℃
で一晩培養した。生育した単一コロニーを LB 液体培地 100 ml へ植菌した。37℃で OD600が 0.5
～1.0になるまで培養した後、50 mlづつ 2本の三角フラスコに分け、片方に最終濃度が 1 mMに
なるように 100 mM IPTG （Isopropil-β-D(-)-thiogalactopyranoside；和光純薬工業）を添加した。37℃
で 3 h培養した後、両菌液を遠心分離（3,000 xg, 10 min，室温）により集菌し、沈殿を 20 mM Tris-HCl
（pH 8.0）で洗浄後、菌体を超音波破砕した。不破壊物を遠心分離（15,000 xg, 10 min，4℃）によ
り除き、その上清を細胞抽出液とした。また、発現タンパク質は，細胞抽出液を His MicroSpin 






 インビトロジェン社の LipofectaminTM 2000を用いてリポフェクション法により一過的なトラン
スフェクションを行った。トランスフェクションにはゲノムに組み込まれ安定に発現させる方法
（Stable expression）と細胞質内で一過的に発現させる方法（Transient expression）があるが、今回
は一過的な発現方法を用いた。Lipofectamin溶液 2 μlおよび 1 μgの DNAをそれぞれ RPMI 1640
溶液（血清および抗生物質不含）50 μlに溶解し、10 min室温に放置した後、これらを混合した。
20 min室温に放置した後、U937細胞（1×105 cells/ml）を RPMI 1640溶液（血清および抗生物質不




 インビトロジェン社のβ-gal assy kitを用いて、U937における目的遺伝子の発現を確かめるため
にβ-gal assyを行った。β-galコントロールプラスミドをトランスフェクションした細胞を Lysisバ













 図 2-3に示されるように、EBV画分は、濃度依存的および時間依存的に U937細胞に対して DNA
の断片化を誘導した。また、EBV画分は顕微鏡観察において 10 mg/mlの濃度でアポトーシス小体
が観察された（図 2-4）。さらに、フローサイトメトリー解析において、10 mg/ml の EBV 画分で





















































図 2-3 醸造酢各画分の DNA断片可能 
A, 0 mg/ml (lane 1); 1 mg/ml (lane 2); 5 mg/ml (lane 3); 10 mg/ml (lane 4). 
B, 10 mg/ml EBV処理における 0 h (lane 1); 4 h (lane 2); 12 h (lane 3); 24 h (lane 4); M, λDNA 














図 2-4 醸造酢 EBV画分によるアポトーシス小体の形成 
(A) EBV処理なし、(B) 10 mg/ml EBV処理 (24 h). →, アポトーシス小体. 
 
2.3.3 正常白血球細胞に対する EBV画分の影響 
 正常な細胞に対する EBV画分の影響を調べるため、ヒト血液から単離した白血球細胞を用いて，
WST-8試験および DNA断片化試験を行った。正常白血球細胞と U937細胞に対する EBV画分の
毒性を比較したところ、EBV 画分は正常白血球細胞に対してよりも U937 細胞に対する方が有意
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図 2-5 フローサイトメトリーによるアポトーシスの検出 
A, Annexin-V/PI dot plots. B, The proportions of apoptotic cells are shown by the bar diagram as the 
distribution of the Annexin-V+ /PI – area. The values shown are means (±S.E.M) of triplicate experiments. 


















図 2-6  EBV画分の U937細胞および正常白血球細胞に対する影響の比較. 
A, 細胞毒性試験; ■, U937細胞; ●, 正常白血球細胞. B, DNA断片化能. 処理なし (lane 1, 5)； 
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2.3.4 醸造酢・酢酸エチル抽出画分の HPLC分画とアポトーシス誘導試験 
 黒大豆煮汁醸造酢・酢酸エチル抽出層の HPLCクロマトグラムを図 2-7に示した。全 10画分の
うち画分 No. 6のみがアポトーシスの特徴である DNA断片化を誘導し、ELISA法によるアポトー
シス誘導細胞の検出法においても電気泳動法による DNAの断片化結果と相関が見られた。また、




 HPLCを用いて Compound-6を繰り返し分取した。1 lの黒煮汁醸造酢から 6 mgの Compound-6
が集められた。分取した Compound-6の構造解析の結果を以下に示した。 
 
UV λMax (MeOH) ：223, 280 nm;  
Reteintion time of HPLC：74min,  
1H NMR (CDCl3, 400 MHz) ：δ 2.04 (1H, s), 3.08 (2H, t, J=7.5 Hz), 3.90 (2H, t, J＝7.5 Hz), 6.70 (1H, m), 
7.15 (1H, m), 7.22 (1H, m), 7.41 (1H, m), 7.64 (1H, m), 8.08 (1H, s) 
13C NMR (CD3OD, 100 MHz) ：δ 29, 65, 112, 118, 121, 123, 124, 128, 137 (Fig. 5-3 A) 
MS m/z ：130, 144, 161 [M+H]+ 

















図 2-7 HPLCクロマトグラム 
A, 醸造酢の酢酸エチル抽出画分. B, 精製した compound-6. Absorbances at 220 nm (green line) and 
280 nm (brown line). 
Compound-6







































図 2-8  Compound-6のアポトーシス誘導能.  (A) DNA断片化. 濃度の影響(a), カスパーゼ
阻害剤（Z-Asp-CH2-DCB (100 μM)）によるアポトーシス誘導の確認(b), 処理時間の影響(c). (B) カ
スパーゼ３活性の測定結果. (C) アポトーシス小体の形成. 処理なし(a), compound-6 at 80 μg/ml for 
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図 2-10  トリプトフォール類縁物質のアポトーシス誘導能 
Tryptophol (A), indole-3-carbinol (B), tryptoamine (C), indole-3-carboxylic acid (D). 0 mM (lane 1), 0.5 
mM (lane 2), 3 mM (lane 3), 5 mM (lane 4) for 24 h. 
 




が U937細胞に対して DNAの断片化を誘導した (図 2-10)。 
 








分析および MS 解析により調べた。その結果、米焼酎粕中にも Compound-6 が含まれていること
が確認できた（図 2-11C）。 
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表 2-1  焼酎粕および大豆煮汁から製造した醸造酢中の Compound-6濃度 
大豆煮汁  焼酎粕 醸造酢 
黄大豆 黒大豆  米 芋 麦 
含量 a 
(mg/kg) 
4.86 5.58  11.1 5.8 6.3 

















図 2-11 麹と酵母による Compound-6生成の確認 
(A) 米麹抽出液, (B) 米麹と酵母を用いた発酵液, (C) 米焼酎粕. 矢印は Compound-6を示す. 
 
2.3.8 醸造酢の原料中の Compound-6含量と発酵試験 
















表 2-2  醸造酢製造原料である焼酎粕および大豆煮汁中の Compound-6濃度 
大豆煮汁  焼酎粕 原料 
黄大豆 黒大豆  米 芋 麦 
含量 a 
(mg/kg) 
N.D.b N.D.  6.9 6.8 5.7 
a含量, mg-tryptophol/kg- each raw material. 




















図 2-12 トリプトファンからの Compound-6の生成の確認 
(A) トリプトファン溶液, (B) 最小培地＋トリプトファン 0.04 mg/ml（発酵前）, (C) 最小培地＋ト
リプトファン 0.04 mg/ml（発酵後）. 矢印は Compound-6を示す. 
 




した。その結果、A社清酒および B社酒粕ともに Compound-6が含まれていたが、酒粕中には 9.2 
mg/kg含まれていたのに対し、清酒中の含量は 0.7 mg/kgと微量であった。また、A社米焼酎、B





表 2-3  市販のアルコー ル飲料や酒粕に含まれるCompound-6濃度の比較 
清酒  焼酎    






0.7 9.2  N.D.b N.D. N.D.  N.D.  N.D. 
a含量, mg-tryptophol/kg-each product. 
bN.D., not detected. 
 
2.3.10 Compound-6のカスパーゼ活性経路 
 Compound 6のカスパーゼ活性経路を調べるために、カスパーゼ 3, 8および 9の酵素活性を測定





U937 細胞のアポトーシスに対する各種特異的阻害剤の効果を ELISA 法によるアポトーシスの検
定法を用いて調べた結果，カスパーゼ 3 阻害剤（Z-DEVD-FMK）およびカスパーゼ 8 阻害剤
（Z-IETD-FMK）によって抑制されたが、カスパーゼ 9 阻害剤（Z-LEHD-FMK）によっては抑制
されなかった（図 2-13C,a）。また、Compound-6による U937細胞のカスパーゼ 3活性はカスパー




2.3.11 デスレセプターの DISC形成解析と DR5，TRAILおよび FADDの発現解析 
 100 μMの Compound-6で 1，2および 3 h処理した U937細胞の細胞抽出液を用いて IP-WBを行
った。デスレセプター（Fas, DR4, DR5および TNF-R1）のうち、DR5抗体を IP用抗体に用い、カ
スパーゼ 8抗体をWB用抗体に用いたところ、時間依存的に活性型カスパーゼ 8のバンド（42 kDa）
が強く検出され（図 2-14A）、Compound-6が DR5を含む DISC形成を誘導することによってカス
パーゼ 8を活性化していることが示唆された。また、DR5およびそのリガンドである TRAILや、
それらのアクセプターである FADDの RT-PCRを行ったところ、100 μMの Compound-6で 1 h処
























図 2-13  Compound 6のカスパーゼ活性経路の推定 
A, カスパーゼ-8, -9, -3活性の経時変化. ***p < 0.001; **p < 0.01; *p < 0.05. B, カスパーゼ-8, -9, 

































































































































































図 2-14 デスレセプターに対する DISC形成の確認 
(A) DR5で免疫沈降し、カスパーゼ８を抗体とするウエスタンブロッティングの結果.  




2.3.12  DcR1を強制発現させた U937細胞に対する Compound-6の作用 
 U937細胞および正常白血球細胞における DcR1と DcR2の発現解析を RT-PCRを用いて行った
ところ、図 2-15A に示したように、DcR2 の発現量は両細胞で変わらなかったが、DcR1 は U937
細胞に比べて正常白血球細胞の方が有意に発現量が高かった。次に、DcR1/pTriEXTM-4 Neoをトラ
ンスフェクションした U937細胞の DcR1の発現量をノーマル U937細胞と比較したところ、有意
に DcR1の発現は増強されていることを確認した（図 2-15B）。U937トランスフェクタントに対す
る Compound-6 の細胞毒性およびアポトーシス誘導活性を調べたところ、WST-8 を用いた細胞毒
性試験では、Compond-6 が U937 細胞に対してアポトーシスを誘導する濃度範囲（100-200 μM）
において、ノーマルに比べてトランスフェクタントに対して細胞毒性の緩和が見られた（図 2-15C）．
また、ELISA 法によるアポトーシス誘導活性試験では、ノーマルと比べてトランスフェクタント









































































図 2-15 DcR1トランスフェクタントにおける Compound 6の作用の軽減. 
(A) RT-PCRによる U937細胞と正常白血球細胞での DcR1, DcR2および-actinの転写レベル確認. 
(B) ノーザン・ブロットによる DcR1トランスフェクタントの DcR1転写の確認. 
(C) DcR1トランスフェクタント(●)、U937細胞(▲)、ベクターのみ導入した U937細胞(■)に対す
る、Compound 6の生存率に対する影響. 
(D) DcR1トランスフェクタント、U937細胞、ベクターのみ導入した U937細胞に対して Compound 


































































































質として知られている 73-75)。3,3'-インドリルメタン（DIM）は I3C の 2 量体であり，アポトーシ

















スパーゼ 8とデスレセプターの DISC形成を IP-WB法により調べたところ、Compound-6は DR5
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